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　　E鉦ects　of　various　divalent　cations，　such　as　Ni什，　Co昔，　Zn什，　Mn什，　Cd什，　Hg什，　Sr什，　Ba什and　trivalent
cation　La帯，　on　both　ATPase　activity　and　Ca　binding　of　intestinal　myosin　B　were　observed．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆThe　results　obtained are as　follows；1）Sr昔and Ba昔which　have　ionic　radii　larger　than　11．5　A　exerted
no　efEect　on　the　Ca　binding　activity，　but　activated　the　ATPase　activity　of　myosin　B　by　about　20％．2）Ni什
which　has　a　smaller　ionic　radius　tha110．7　A　inhibited　Ca　binding　activity　by　a　few　percent，　and　inhibited
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　りATPase activity　by 55％．3＞Co昔，　Zn昔， Mn昔， Cd昔and Hg什， whose ionic　radii　are　between　O．7　and　1．1　A，
inhibited　the　ATPase　activity　in　prQportion　to　their　inhibition　of　the　Ca　binding　activity　respectively，
While　La斗トcompletely　inhibited　the　ATPase　activity　of　myosin　B，　it　depressed　Ca　binding　by　55％
　　Based　on　these　results，　the　dissimilarity　of　actomyosin　extracted　from　both　skeletal　and　smooth
muscle　with　regard　to　the　in飾ence　of　various　divalent　and　trivalent　cations　was　discussed．
緒 言
　骨格筋myo丘brilsおよびmyosin　BのATPase活性発
現にCa什およびMg什が必須イオンであることについて
はすでに論をまたない．またこの両イオンがactQmyosin
にたいし，他種2価カチオンにくらべより高い結合能を有
することについても報告1）されている．一方，Ca昔および
Mg什以外の2価カチオン，　Be昔，　Co升，　Zn什，　Mn什，　Cd什，
Sr什，およびBa什などのactomyosin　ATPase活性に対
する作用が2，3の研究者1・7）により観察され，それらイオ
ンのCa什およびMg什との拮抗性，および代行能力など
がイオン半径との関連のもとに論じられている1・7）．
　Ca什およびMg甘以外の2価カチオンの平滑筋の興奮性
にたいする作用にかんしては，モルモット結腸紐について
の板東ら2）の興味ある報告がある．それによると，Sr什お
よびBa什はCa什の代りにspike　currentを運ぶ担体と
なりうるという．その結果として細胞内に流入したSr什
およびBa昔は，　Ca什にくらべ感受性はかなり低下するが，
濃度に依存してactomyosin系を活性化しうることを示
した，
　著者らは骨格筋および平滑筋より抽出したactomyosln
間の異同性を知るため一連の研究を行っているが，本実験
では腸管抽出myosin　BのATPase活性，ならびにCa
結合能に対する諸種2価カチォンCd昔，　Ni什，　Mn昔，　Zn升，
Co什，　Hg什，　Sr朴，およびBa什また3価カチオンLa辮な
どの影響を観察した．その結果，2，3の点を除いては大部
分が類似していることを知ったので報告する・
実験材料，および方法
　1．ブタ腸管平滑筋myosin　B；ブタ腸管筋層を用い，
基本的にはSparrow　8’αZ．3）の方法にしたがい抽出精製を
行なった。すなわち，ブタ腸管筋層を細断し，0．9％NaC1
で2，3回目瀞後，等：量の抽出液；80mM　KCI，4mM
MgC12，10mM　NaHCO3，4mM　ethyleneglyco1うf∫（β一
aminQethylether）一N，Nノーtetra－acetic　acid（EGTA）（pH
7．0），4mM　ATP（pH　7．0），および0．5　mM　dithiothreito1
似下DTTと略す）：を加え，　Waring　blendorで1分間
磨細，さらに海砂（脱イオン水中で数回沸騰洗蘇）ですりつ
ぶし，筋層の倍量の抽出液を加え，一晩抽出した．これに
ATPを終濃度1mMになるように加え，遠心分離（8，000
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g，30分）し，その上澄を56の120mM　KCI，03　mM
NaHCO3，0．2　mM　EGTAおよび0．5　mM　DTTを含む
液にたいし透析した．約5時間後遠心分離（8，000g，30分）
し，その沈澱を0．6MKCIおよび1mM　ATPを含む液
に溶解，遠心分離（16，000g，1時間）後，その上澄をふた
たび250mM　KCI，0．3　mM　NaHCO3，0．2　mM　EGTAお
よび0．5mM　DTTを含む液にたいして1昼夜透析（液を
数回交換）した．これを遠心分離（8，000g，30分）し，その
沈澱を50mM　KC1，0．3　mM　NaHCO3，1mM　MgCI2お
よび0．5mM　DTTを含む液で1回洗藤後同液に懸濁して
4℃の氷室に保存し，これをmyosin　B標本とした．か
ようにしてえられたmyosin　Bの蛋白量は筋層1g（湿重
量）につぎ10mg前後であった．なお，以上の各操作はす
べて2～6。Cで行なわれた．
　2．蛋白量の測定；Biuret反応により比色定量し，
micro－Kjeldah1法で測定された蛋白：量を標準とした検：量
線から算出した．
　3。ATPase活性の測定；反応混液は，30　mM　KCI，
1mM　CaC12，4mM　MgCI2，40　mM　Tris－maleate緩衝
Mn Sr
液（pH　7．0）および3mg／m4のmyosin　Bを含む．　Ca朴
およびMg朴以外のイオンの作用を観察する時には，この
反応液にさらに終濃度：1mMとなるようにMnC12，　ZnC12，
CoCI2，　HgC12，　SrC12，　BaC12およびLaC13を加えた．こ
の反応田面2m4を22。Cに加温後，　ATPを終濃度1mM
となるように加え，16分後に10％trichloro　acetic　acid
2m6を加えて反応を停止し，その濾液中の遊離無機リン
：量（Pi）を測定4）し，その活性をPiμmoles／mg　myosin
B／minとして表した．
　Fig．1中ではCa昔およびMg什以外の2および3価カ
チオンが存在しない場合のATPase活性を100％とし，
それらのイオンの存在下での活性を百分率で示した．
　4．Ca結合能の測定；反応混液は30　mM　KCI，1mM
CaC12，0．03μCi透5Ca／1n4，4mM　MgC12および40　mM
Tris－maleate緩衝液（pH　6．8）を含み総量2m6とした．
Ca升およびMg＋以外の2および3価カチオンの影響を観
察する時は，この反応混液にさらに終濃度1mMとなるよ
うにMnC12，　ZnC12，　CoC12，　HgC12，　SrCI2，　BaCI2および
LaCI3をそれぞれ加えた．　Myosin　Bを3mg／m4となる
ように反応混液に加えて反応開始，直ちに105，000gで30
分遠心5）し，得られた上澄に含まれるradioactivityを液
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Fig．1　Effects　Qf　some　divalent　and　trivalent
　　cations　on　the　Ca　activated　Mg　ATPase
　　activity　of　intestinal　myosin　B　as　a　function
　　of　their　ionic　radii．
　Reaction　mixture　contained（mM）；30，　KCI，
40，MgC12，1，　CaC12，40，　Tris－maleate　bu旺er（pH
6．8），1，ATP　and　3　mg　myosin　B／m4．　In　addition
to　these　components，　each　of　these　ions，　CoC12，
ZnC12，　MnC12，　CdC12，　HgC12，　SrC12，　BaC12　and
LaC13　was　added　in　the　final　concelltratiQn　of
lmM．　The　reaction　was　carried　out　at　200C　for
15min．
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Fig．2　E仔ects　of　some　divalent　and　trivalent
　cations　on　the　Ca　biロding　of　intestinal　myo－
　　sin　B　as　a　function　of　ionic　radius．
　Reaction　mixture　contained（mM）；30，　KCI，
40，MgC12，1，　CaC12，0．03μCi，45Ca／m4，40，　Tris－
malea e　bufEer（pH　6．8），3mg／m4．　In　addition
to　these　components，　each　of　these　ions，　CoC12，
ZnC12，　MnC12，　CdC12，　HgC12，　SrCI2　BaC12　and
LaC13　was　added．　in　the丘nal　concentration　of
lmM．
　The　reaction　was　carried　out　at　20。C　for　30　min．
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体シンチレーションカウンター（HITACHLHORIBA，
LS－700）で測定した，シンチレーターとして用いたTriton－
toluene混合液の組成は，　Patterson　and　Greene6）の処
方にしたがった．Fig．2に示すCa結合能（％）は以下の手
続きにより算出した．すなわち，1mM　CaC12および4
mM　MgC12存在下のCa結合量を100％とし，　Mn廿，　Zn什，
Co什，　Hg什，　Sr什，　Ba什およびLa帯存在下のCa結合量を
それに対する百分率で示した．
　5．試薬；ATP－Na，　dithiothreitol（DTT）はSigma
Co．（U．S．A．）より，　isotope　45CaはRadiochemical　Cen－
tres（England）より，　MgC12，　CaC12，　ZnC12，　CoC12，
NiC12，　MnC12，　SrC12，　BaCI2は和光純薬（東京）の特級試
薬を，LaC13はその1級試薬を用いた．　Ethyleneglyco1
う∫5（β一aminoethylether）一N，　Nノーtetra－acetic　acid（EGTA）
は同仁薬化学（熊本）の特級試薬を用いた．
実験結果
　1．腸管myosin　B　ATPase活性に対する
　　2，および3価力チオンの影響三
　1mM　Ca升および4mM　Mg升存在下でmyosin　B
ATPase活性は0．2～0．3μmoles　Pi／mg／15　minであった．
このATPase活性は11nMのNi什，　Co荘，　Zn升，　Cd什，　Hg什
およびLa惜により抑制された（Fig．1）．　La帯の抑制作用
がもっとも強く，ほぼ100％であるのにたいし，Ni什，　Zn什，
Cd朴，およびHg什は40～60％程度の抑制をもたらした
が，これに反しCo昔の抑制作用は10％にすぎなかった．
一方，Mn升，　Sr朴およびBa什は逆に約20％促進した．し
たがって，これらイオンのイオン半径12）とATPase活性
に対する作用の面には明らかな相関は認められなかった．
　2．Ca結合能にたいする2価，および3価
　　カチオンの影響；
　1mM　CaC12および4mM　MgC12存在下の腸管myosin
BのCa結合量は約1．8μmoles／mg　protein／30　minであ
った．これにたいし，1mM　Ni昔，　Sr什およびBa軒はCa
結合にはなんら影響をあたえないが，1mM　Cd什，　Hg什お
よびLa帯は40～55％ほどCa結合を抑制した（Fig．2）．
また1mM　Co什，　Zn昔およびMn升は20～30％ほどCa結
合を抑制した．
　ATPase活性，ならびにCa結合能におよぼす各種イオ
ンの影響を併せて大略総括してみると，Co朴，　Zn什，　Mn什，
Cd什，およびHg昔についてはCa結合能の抑制とATPase
活性の抑制の程度はほぼ平行した．すなわちCa結合能に
たいする抑制が強くなると，ATPase活性の抑制も大とな
った．逆の場合が，Sr朴およびBa升であり，両イオンに
よってCa結合はほとんど抑制されないにもかかわらず，
ATPase活性は反って20数％促進された．これに反して
Ni什はCa結合になんらの作用を示さないにかかわらず，
ATPase活性を50％ほど抑制した．　La帯はCa結合を
45％ほど抑制するがATPase活性をほぼ100％抑制した
のが極微的であった．
考 按
　平滑筋actomyosinのATPase活性発現には骨格筋の
それと同様に，Ca什およびMg朴が重要であることが2，3
の研究者9，10）により指摘されている．著者らはmyosin　B
ATPase活性にたいするCa什およびMg什の作用に，他
の各種2価カチオンがどのような影響を有するかを観察
し，骨格筋のそれとの異同性を知らんとして実験を行い，
Fig．1，2の結果を得た．それらイオンの影響はイオン半径
に依存しているらしいので，使用した各種イオンをイオ
ン半径から3つのグループに分けてその作用機序を考察
する．
　はじめにCa昔（1．OA）より大きな1．15A以上のイオン半
径を有するSr升およびBa朴の作用について述べる．この
両イオンはFig・2に示すごとくmyosin　BのCa結合能
には何ら影響を与えなかった．これに反しATPase活性
は逆に20数％促進されている．myosin　BのATPase
活性をあるレベルに維持するためにはCaがmyosin　Bの
いずれかの部位に一定量結合していることが必要であるか
ら，このことは同時にSr升およびBa粁はこのCaを置換
しえないことを示している．後者の事実については，Ca什
はBr什およびSr什よりも結合部位にたいし大きな結合恒
数1）を有していることが関係しているらしい．
　Sr昔およびBa升が1mM　Mg什およびCa什存在下の
ATPase活性を20％数促進させた機序についてはなを不
明であるが，これに関して板東ら1）のSr昔とBa朴を用い
ての研究は示唆的である．それによるとモルモット結腸紐
グリセロール筋のATP収縮性におけるSr昔およびBa什
の感受：性はCa什：Sr升＝Ba朴＝1：1／28：1／79となりCa骨に
較べSr什，　Ba昔はかなり低いが，なお両イオンはCa朴を
代行しうるという．本成績の20数96のATPase活性の
促進作用は，おらそく既存する1mM　Ca卦による活性化
に加うるに，Ca結合部位とは別の部位にSr什およびBa升
が非特異的に作用して発現した促進作用がこれに付加され
たものと思われる．しかしながら，Schaub　8彦α♂．1）によれ
ば，骨格筋myo丘brilsおよびmyosin　BのATPase活
性はSr什およびBa卦により何ら促進されないという．こ
のことは，平滑筋actomyosinがすくなくとも両イオンの
作用に関して骨格筋のそれと質的に異ることを示しており
興味がある．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　次にイオン半径が使用イオンの中最小なNi昔（o．68　A）の
作用について述べる．Ni朴もまたFig．2に示すごとく，
myosin　BのCa結合能にたいし何ら抑制作用を示さな
い．先にFuchs8）は骨格筋troponinの結合Caと他の諸
種2価カチオンとの交換性について報告しているが，これ
によるとN世はtroponin結合Caを全く置換することが
できなかったという．このことは腸管myosin　Bにおい
ても結合Caの多くが，おそらくmyQsin　B自身に含ま
れるtroponin様Ca　binding　Proteinに結合しているこ
とを想定させる．にもかかわらずN世はATPase活性を
50％ほど抑制した（Fig．2）．これはおそらくtroponi・1様
結合部位を介さずATPase活性部位そのものへ直接作用
することによって抑制作用を発現した可能性が強い．
　　　　　　　　　　　　　ロ最：後にCaに近い0．7～Ll　Aのイオン半径を有するイオ
ンが示す作用について述べる．この範疇に属するイオンは
Co粁，　Zn什，〕M：n昔，　Cd昔，　Hg什およびLa冊でありこれら
のCa結合，およびATPase活性にたいする抑制作用は大
体平行した．この傾向は，これらのイオンの骨格筋myQ一
飾rilsおよびmyosin　BのATPase活性に対する作用1）
と非常によく類似した．なお骨格筋actomyosinのCa結
合能についてこれらのカチオンの影響を観察する必要があ
るが，Schaub　8∫αZ．1）の報告および著者らの本成績を併せ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り考えると，すくなくともCaに近似する0．7～1．1　Aのイオ
ン半径を有する2価カチオンの作用に関しては，骨格筋お
よび平滑筋のactomyosinは，共通した性質を有するもの
と考えられる．ただし3価イオンのLa柵の作用はCa結
合の抑制が45％であるのにかかわらずATPase活性は完
全に抑制された．これは一つにはしa帯は結合部位におい
てCa朴と拮抗し，そのほぼ半量を置換するためにかなり
のATPase活性の抑制が起る．これと同時にNi昔と同様
にATPase活性部位への直接的な阻害作用も加わった結
果最：終的に100％のATPase活性抑制が起ったのかも知
れない．今一つは実験条件の問題であり，基質としての
ATPが添加したLa柵と複合体を作り，実質的にATP濃
度を低下させた可能性がある．これについては現在精査中
である．
　最後にこれらの2価カチオンがmyosin　B中でCaと
拮抗する部位の問題である．これについてFuchs8）の骨
格筋troponinについての報告は示唆的である．彼による
とtroponin結合CaにたいしてCd井がもっとも交換性
が高くMn升，　Zn粋およびCo粁などがこれに次ぐという．
これは，本成績の腸管myosin　B　Ca結合にたいするそれ
らのイオンの抑制の強さとほぼ一致する．このことはこの
Caの結合部位が腸管myosin　Bに含まれるtroponin様
Ca　binding　protein11）の可能性を示唆するものであるが
Sr什，　Ba什およびLa引＋の作用は骨格筋actomyosinのそ
れとはすこしことなる．N世，　Sr什およびBa什に関しては
先にのべた平滑筋actomyosinの特殊性を示すものとして
興味があるが，なおCa結合部位に関しては，純度の高い
Ca　binding　proteinについて観察した上で改めて考按し
たい．　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和51・9・2受理）
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